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Zusammenfassung . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis mid zur Abreicherung vori 
Endotoxinen aus einer Probe. 
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' •' 24. Februar 2003 

Neue deutsche Patentanmeldung 

Anmelder: PROFOS AG 
UnserZeichen: PRO-008/1 

Verfahren zum Nachweis und zur Entfernung von Endotoxin 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis .und zur Abreichemng von 
Endotoxinen aus einer Probe. 

Endotoxin (ET) bezeichnet eine Familie von Lipopolysacchariden, die zusammen mit P.rpteinen ... 
und Phosphalipiden die auBere :Zellwand Gram-negatiyer Bakterien bilden; Endotoxin kornmen . 
ausscWieBlich in dies* Baktenengruppe vor und spielen eine wichtige Rolle in der Organisation, 
Stabilitat und Barrieremnktion der auSeren Membran. Zahlreichs Bakteriophagen nutzen • 
Endotoxin bzw. allgemein Lipopolysaccharid zur spezifischen Erto • 

Alle Endotcxinvarianten besteheh aus einem ; ^^^0^-^ ^aiont an Lipid A;- 
gebunden ist (Hoist, 0, 1999, Chemical ^ structure of the core region, of lipopolpaccharides. In: 
Endotoxin in health and. disease (Brade, H, Morrison, D.C., Opal, S,, Vogel, S. eds.), Marcel 
Dekker Inc. New York)). Lipid A verankert Endotoxin in der auBeren Bakterienmembran. Das 
Heteropolysaccharid, das aus einem Herzoligosaccharid und dem O-Antigen besteht, zeigt in die 
umgebende Losung und bestimmt die serologische Identitat des Bakteriums. Das O-Antigen 
besteht aus' repetitiven OUgosaccharideinheiten, deren Zusammensetzung stammspezifisch ist 
: (siehe hierzu Hoist et al., supra). Charakteristische Bausteine des. Herzoligosaccharids sind 2- 

• Keto-3-desoxyoctonsaure(KDO)undL-Glycero-D-manno-heptose.(Hep). , 

Der konservativste Teil von Endotoxin verschiedener Gattungen ist das Lipid A. Ahnlich 
konserviert wie Lipid A ist die innere Herzregion, die auBere Herzregion weist bereits eine 
■ hohere Variation " auf. Die innere Herzregion, KDO und Lipid A selbst tragen mehrere 
30 Phosphatgruppen als' Substituenten und sind so fur die negative Ladung .von Endotoxin 
verantworthch. Daruber hinaus konnen . die Phosphatgruppen am Lipid A und der- Herzregion 
. variabel mit Arabinose, Ethanolamm und Phosphat substituiert sein. Einzelne Saccharidbausteine 
• des O-Antigens sind aceryliert, sialysiert oder glycosyliert. Das O-Antigen variiert auBerdem 
bezuglich der ABzaWfepetitiver Einheiten, weshalb die Endotoxin-Population jedes Bakteriums 

35/ emegewisseHeterdg^ 

in Salmonella . typhimurium analyzed by. sodium dodecyl sulfate polyacrylamxde gel 
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electrophoresis. Eur J Biochem. 1980;107(l):137-43; Goldman R.C., Leive L., Heterogeneity of 
antigenic-side-chain length in lipopolysaccharide from Escherichia coli 0111 and Salmonella 
typhimurium LT2; 5 Eur J Biochem. 1980;107(l):145-53). ' 

5 Endotoxine sind Biomolekiile, die ohne entsprechende Vorsiehtsmafinahmen in praktisch. alien 
wassngen Losungen vorzUflnden sind. Endotoxine konnen bei Mensch und Tier zu Sepsis, einer 
. starken Fehlreaktion des . Imfnunsystems fiihren. Daher sind z.B. bei . der Herstellnng vcn 
Pharmaproteinen Verunreinigungen mit Endotoxin exakt nachzuweisen iind in der Folge 
. komplett zu entfemen.. . Endotoxin .. .stellt ein , Problem bei gentechmsch hergestellten. 
10 Arzneimitteln, Genthsrapeutika oder Substanzen dar, ..die in Mensch . oder Tier (z.B. 
Tiermedizinische Behandhuig. oder bei Tierversuchen) inj'iziert werden. Dpch nicht nur bei 
medizinischen, sondem. auch bei Forschimgsanwendungen, wie bei Transfektionsexperimenten 
yon Saugerzellen. kaim eine Heramung bzw. . . ein Senken der Transfektionseffizienz durch 
Endotoxin beobachtet v/erden. , •. . . . 

. ' um Proteine im Rahmen von klinischen Studien einsetzen zu kSnnen, verlangen die europaische 
• und die amerikanische Pharmacopeia, dass die Proteine. bestimmte Grenzwerte an 
Endotoxinbelastung.unterschreiten (z.B. Immunserum Globulin 0,91 EU/ml , dies entspricht 
' 5 EU/kg KSrpergeAvicht & Stunde (Dosis = EU./kg * h); EU = Endotoxin Unit; FDA (Food and 
20 Drug Administration): Guideline on Validation of LAL as End Product). Falls ein Medikament 
bzw. darin enthaltene Proteine eine zu hohe Endotoxinbelashmg aufweisen, kann dies bis zum 
Tod des Probanden fiihren. Die fehlgeleitete Immunabwehr schadigt durch eine Uberreaktion 

• den Patienten. Dies kann zu Gewebeentziindungen, Blutdruckabfall, Herziasen, Thrombose, 
Schock etc. fiihren. Bereits erne langer anhaltende Endotoxin-Exposition in Picogramm-Mengen 
,25 • kann zu chronischeh Nebenwirkungen wie z.B. Immunschwachen, septischen Symptomen etc. 
fiihren. Im Rahmen: der Substanzherstellung wird daher, insbesondere bei Prozessen uriter ,,Good 
Manufacturing Practice" (GMP) Bedingungen, versucht, Endotoxin soweit wie moglich 
abzureichern. Allerdings ist die Endotoxin-Entfernung bei Proteinen, Polysaccharideri und DNA 
problematisch. Gerade . bei Proteinen gibt es ' groBe Probleme durch deren intrinsische 
30 Eigenschaften wie Ladungszustand oder Hydrophobizitat, die eine. Endotoxinentfernung nahezu 
■ verhindem bzw. zu groBen Produktverlusten bei der.Entfemimgsprozedur fiihren konnen. 

Derzeif sind nur drei , Verfahren, . ziim Endptoxin-Nachweis in biologischen- Ldsimgea be- 
schrieben, wobei nur .die.beiden.ersten Verfahren. von . der FDA zugelassen sind; 1. „Rabbit 
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Pyrogen Testing": Bin Verfahren, bei dem einem lebenden. Kaninchen eine Endotoxin-Losung 
injiziert und dairiit eine Immunreaktion ausgelost wird. Dies.e Endotoxin-verursachte 
Immunantwort wird ttber die ' Enrwieklung von Fieber nachgewiesen. 2. peutUch' besser 
standardisierbar ist der ,,Limulus Amoebocyte Lysate (LAL)" - Test, der derzeit am haiifigsten 
verwendete Test (BioWhittacker, Inc., Charles River, Inc., Associates of Cape Cod, Inc., alle 
USA). Bei diesem Verfahren wird die Verklumpung des Blutes des Pfeilschwanzkrebses 
(Limulus polyphemus) nach Endotoxih-Kontalct gemessen. 3. Eine weitere Moglichlceit isf der 
Einsatz eines. spezieilen Zellkultursystenis (Sterogene Inc.,. "US A), mit dem die Aktivierung von 
Monozyten iiber die Entstehimg Besiirmnter Zytokine verfolgt wird. 




Die. beiden erstgenannten . Verfahren ' sind jedpeh sehr teuer . (vgl. KonkuiTenzvergleich 
Endotoxin^Nachweis) und durch derigroBen.Bedarfan yersuchstieren.bz;^. an Biut des sehr 
seltenen Pfeilschwanzkrebses nicht zuletzt aus Tierschutzgrunden,bedenlclich. Der LAL,-Tesf 
kann zwar auch miriiamrisiertund automatisiert werden, hataber aufgrund geringer Stability der 
15 ', Komponenten massive Nachteile in der Anwendung. Eine. einmal geoffnete LAL-Losung mui3 
• direkt weiterverarbeitet . imd. aufgebraucht werden, da die Komponenten ipjierhalb . vv.eniger 

■ Stunden aggregiereh.'Fur. alle Testverfahren ist geschult.es Personal notig und .die Verfahren sind 

■ sehr storanfallig, well z.B. -das Immunsystem von. Kaninchen auf die gleiche Endotoxindosis 
• durchaus imterschiedlich reagieren kann. Das Zellkultur- Verfahren der F.irma Sterogene ist, wis 

20 alle ZellkulturVerfahren, ebenfalls sehr aufwandig und weist Probleme bei der Standardisierung 
auf. 

• Insgesamt kann festgestellt : werden, dass es kein emfach handhabbares kostengiinstiges 
Verfahren zum Endotoxinnachweis gibt und die derzeit eingesetzten Methoden eine Reihe von 
25 Nachteilen aufweisen- Es besteht daher der Bedarf fur ein Verfahren, das diese Nachteile - 
umgeht. 

Zur Endotoxinabreicherung aus biologischen Losungen allgemein gibt es eine Reihe von 
Verfahren. Insbesondere bei Proteinen gibt es allerdings bislang keine allgemein anwendbaren 
30 Standardverfahren. Die jeweils, verwendeten Verfahren sind : angepasst an die speziflschen 
. Eigenschaften.des jeweiligen , Proteins und auf den entsprechenden Produktionsprozess des 
Proteins. Es gibt. verschiedene Moglichkeiten zur Endotoxinabreicherung, wobei jedes dieser 
Verfahren spezifische Vor- und Nachteile aufweist. . . > .. 
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Die Ultrafiltration (Petsch, D,& Anspach, E.B., 2000, J. Biotechnol. 76, 97-119 und Referenzen 
. darin) wird.fur Endotoxin-Abreicherungen.aus Wasser und Losungen mit niedermolekularen 
Bestandteilen wie Salze, Zucker und Antibiotika verwendet, ist jedoch nicht fur hochmolekulare 
Proteine oder DNA geeignet. 

Die 2-Phasen-Extfaktioff (z.B. WO 0166718, Merck) soil wasseriosliche Proteine und DNA von 
Endotoxin . trennen, bedingt jedoch Delergenzreste im geremigten Produkt. Das .Verfahren ist 
. auBerdem durch mehrmaliges Wiederholen 

Ebentalls wird fur.;,die /Endotoxmabrei^erung aus DNA und basisclien. ■ Proteinen ein . 
Anionenaustauscher (DBAE)- Verfahren verwendet (z.B. US $990301, Qiagen; WO 9414837, 
Enzon), das jedoch eine biedrige lonenstarke (<50 mM NaClj voraussetzi und zu einer Protein 
Co-AdsorpUonbci saurspProteiner fiihrt. 

15 . Ein weiteres Verfahren^zur Endotoxmabreicherung; aus DNA und Proteinen . ,<z.B. BSA: 
Myoglobin, gamma-Globulin, .Cytochrom e) ist die Affinitats-Adsorption (z..B, Polymyxin. B, 
Histamine, Histidin.; Polylysin) z:B.. GB 2192633 (Hammersmith Hospital), die jedoch im Fall 
von Polymyxin B toxisch ist und bei niedrigen Ionenstarken zur Co-Adsorption von" Proteinen 
fiihren kann. 





Weiterhin wird die Immun-Affinitats-Chromatographie eingesetzt, wobei die Spezifitat flir 
bestimmte Endotoxine nur liber teure Antikdrper (US 5179018, Centocor; WO 0008463, 
Bioserv) gegen Herz-Oligosaccharid erreicht werden kann. 

Fefner wird das S3de!ta-Peptid (WO 0127289) des Faktors C (eines Bestahdteils.des LAL-Tests) 
(WO 9915676 beide: National University of. Singapur) bei Proteinen (z.B. BSA, Chymo- 
trypsinogen) verwendet, wobei jedoch .dieses Verfahren eine geringe Effizienz bei hohen 
Ionenstarken besitzt und die hohen Herstellkosten (Produktion in Insekten-Zellkultur) 
hinzukomiiien. 

In der Anwendung, in der pharma^eutischen i Industrie befinden S ich flir .Proteinlosungen, 
angepasst.an.die Eige-bschaften der Zielproteine im wesentlichen drei Verfahren: 
• Anionenaustauscherchromatographie 

. Re^d-Pbase Ckomatograpme; Diese tat den Nachteil, dass sie nicht flir alle Proteine 
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gleichermaBen geeignet, - . insbesondere bei hydrophoben Proteinen problematic ist. 
Daruberhinaus ist dieses Verfahren sehr zeitintensiv. 
. RemTox (Fa. Millipore): Dieses Verfahren hat den Nachteil, dasneben einer sehr langen 
Inkubationsdauer, der unspezifische Bindungsanteil hoch ist, in* die 
Proteinwiederfindung oftmals nicht ausreichend ist. ; 



Eine grobe Endotoxm-Abreichenmg yon Proteinen auf einen Wert bis zu lO.EU/ml ist mit den- 
bestehenden Verfahren in vielen Fallen moglich. Die verbleibende Konzentration an Endotoxin 
wirkt jedooh immer noeh toxisch. Eme weitereAbreicherung (^einreinigung) ist After geboten 
bzw abhangig von der Dosi* \ des Proteins in der medizinischen Anvsndung, von der 
Europaisehen Pharmacopeia (z.B. 5. EDTkg Korpergewieht und Stunde in intravenosen.. 
Anwendungen)undderFDAverb» 
vorhandenen Methoden oft riicht zuM 

weisenMer^eb^^ 
15 . erheblichen Veflust6n d^ Zielproteips^.anWOTdbar/ . 

• Daher liegt der Erfindung die Aufgabe zu Grunde, em Verfahren bereitzustellen, -das Endotoxine 
in Proben nachweisen Jcann. Der Erfindung liegt femer die Aufgabe zu Grunde, ein. Verfahren 
' bereitzustellen, mit dem Endotoxine aus wassrigen Losungen entfernt werden konnen. 




Die Aufgaben werden durch den in den Patentanspriichen definierten Gegenstand geldst. 
Die nach'folgenden.Figuren erlautern die Erfindung. 



: 25 Fig. 1 zeigt eine sclrematische Ubersicht der ehemischen Struktur von Endotoxin aus K coli. 
0111:B4. Hep = L-Glycero-D-manno-heptpse; Gal = Galactose; Glc = Glucose; KDO f 2-Keto- 
3-desoxyoctonsaure;^ 

Figur 2 zeigt die Ergebnisse von Versuchen mit Ghromatographiesaulen, die uher 
■30 ' Sulfhydrylreste immobiUsiertes. NStrepS3Cpl2. tragen. (A) Endotoxirientfomung , aus 

. . Proteinlosungen: • Rinders&rumalbumin (BS A), Carbonanhydrase (C A) und Lysozyin (Lys) 
. wurden 1 h auf der' Saule inkubiert und anschlieBend mit Puffer eluiert. Die 
. • . EndotoxirJconzer^at^ der Saule wurden mit dem LAL-Test gemessen und daraus 

. dfe pfozentuale Abnahme berechnet. (B) Proteinwiederfmdung: Die Proteinkohzenhationen der 



Ausgangslosungen und der Fraktionen nach der Saute wurden durch Absorptionsmessung bei 
280 nm bestimmt und daraus die prozentuale ! Protemwiederfindung ermitteit. 

Figur 3 zeigt die Endotoxinentfemung aus einer Lysozymlosung iiber Chromatographiesaulen 
mit „ungerichtet" (1) und „gerichtet" (2) irnmobilisiertem pi 2. In beiden Fallen wurde an NHS- 
aktivierte Saulen.pl2 S3C gebunden. Die „ungeriehtete" Immobilisierung. erfolgte iiber primare 
Aminoi-este von pi 2S 3 C. die durch Re aktion mit den NHSrGruppen kovalente - Vsrbindungen 
mit der. Tragersubstanz eingehen. . Eine „gerichte£e" Verknttpfimg von pl2S3C iiber ein N- 
. terminates Cystein v/ird durch Diaminbethan und.SIA (N^succiniinidyl-iodoacetat) erreicht, . (A) .. 
. prozentuale Endotoxinentfemung: ^ (B),Brptein\viederfmimg; 

Figur 4- zeigt die Ergebnisse. von Versuchen mit biotinyliertem pl2, das ub'er Streptavidin .an 
: magnetische Beads gebunden wurde, (A) Die Endotoxinabreicherung aus Puffer (20 mM Hepes, 
I50 .nu\tf NaCi, pH 7.5) und Proteinlosungen wurde rmtteis LAL-Test bestimmt. (B) Fur die 
Profeiniosungen wurde die Proteinwiederfindung . durch Absorptidnsmessungen ermitteit. Die 
Abtrenmmg der.Beads von der Losung erfolgte mit Hilfe eines Magnctseparators. BSA: Einder- 
• Serumalburniri. CA: Carbonanhydrase. Lys: Lysozym. 

Figur .5 zeigt die Ergebnisse der Endotoxinentfemung mit pl2, das uber Biotin-Streptavidin 
Wechselwirkungen auf Agarose-Beads immobilisiert wurde. Die Abtrennung des 
immobilisierten .pi 2 erfolgte durch Zentrifugation. Die Endotoxinentfemung aus Puffer (20 mM 
Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0) und BSA-Losungen wurde anhand der Endotoxinkonzentrationen 
von Ausgangslosung und Uberstand bestimmt. . ' 

Figur 6 zeigt Ergebnisse von Oberflachen-Plasmon-Resonanz Messungen! (A) Resonanzkurven, 
die als Antwort auf Injektion von verschiedenen 0" e in wg/ml: 100; 25; 6,25; 4; 1,56; 0,4) pl2- 

Konzentrationen (_ ) gemessen wurden. Die Bindung erfolgt an Endotoxin von E. coli D21fl, 

das auf einem hydrophoben HPA-Chip immobilisiert wurde. Die Injektion von pl2 und EDTA 
(5 mM) wird durch, Balken liber den ICurven markiert. Puffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 
■8.0. (B) Gleichgewichtsresonahzwerte fur die Bindung von pl2 an immobilisiertes Endotoxin 
wurden etwa 600 s nach Beginn der pl2. Injektion gemessen und gegen die dazugehorigen pl2- 
Konzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie zeigt einen Fit der Langmuirsche 
Adsoiptionsisomerme (RU = RU^npl2]/([pl2]+Kd)) an dieDaten. (C) Bindung. von E. coli an 
bibtinyliertes pl2, das auf Streptavidin-Chips immobilisiert wurde. E. coli D21eS ( . ) , dessen 



Best Available Copy u' r , : \\ ;"V M / /££ 



re ^ 

r r.f re t r r r r ' r 
r , • r r r o r «"" '"• f 




innerere Herz-Regioh vollstandig ist, an pl2. Dagegen bindet E.coli D21f2 (— -), der eine stark 
verkurzte Herz-Region besitzt, bindet nicht an ' pl2. Die Messungen wurden in PBS 
durchgefuhrt. 

5 Figur 7 zeigt schematise* die Struktur der Endotoxin-Herzregion verschiedener E.coli-Mutanten. 

■Figur 8 . zeigt schematisch . das .Ergebnis einer Endotoxin- Abreicherung mittels 
Chroinatographiesaulen-Diirchfiussverfahren. E bedeutet Aquiiibrierungspuffsr (2 ; d mM Flepes, 
150 inM NaCl, 0.1 mM CaCl 2) pH. 7:5), A bedeutet WascHpiiffer A (20. mlVl Hepes, 150 vnM 
10 NaCi, 6.1 mM.CaGl2,.pH 7.5), B bedeutet Elutionspuffer E .(20 mM Hepes, 150 rnJVl NaCl,?. 
mM EDTA, pH 7.5), C bedeutet Regeherationspuffer C (20 mM Hepes, 150 rnM NaCl, 2 mM 
EDTA, 0.005 % NaDOC, pH .7.5), S bedeutet Konzentration von Protein und Endotoxin in der 
Ausgangslosung. BSA bedeutet Rindersertimalbumin. EU.bedeutet Endotoxin Units (Endotoxin 
Eiriheiten^ Nach Injektion (I) yon : 4 ml der Ausgangslosimg (S)\wurde m 
15 nachgespult urid der Durclilauf fraktioniert (je 2.5 ml wahiend des Auftrags; je 2 ml wahrend des 
Waschens). Anschliessend. wurde die Saule mit den Puffem B und C regeneriert und der Auslauf 
ebenfalls in Fraktionen (je 2 ml) gesammelt. Wie in der Figur ersichtlich, war das BSA.in den 
ersten 3-5 Fraktionen nach der Injektion zu finden.' Der Gehalt an Endotoxin in diesen 
Fraktionen war urn den Faktor 100 niedriger als in der Ausgangslosung. Das an die Saule 
20 gebundene Endotoxin wurde dann mit den Puffem B und C von der Saule gewaschen. 

Figur 9 zeigt schematisch die Ergebnisse der Endotoxin Entfemung aus gering venmreinigter 
Pufferldsung (5 EU/ml) im Durchflussverfahreri. pl2 wurde ungerichtet auf NHS-aktivierter 
Sepharose 4 FastFlow (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) immobilisiert (8 mg pi 2/ 1. 
ml Sepharose) -und 3 Saulen mit je 2 ml Saulenvoiumen gegossen. Das Experiment wurde 
parallel auf 3 Saulen durchgefuhrt. Vor dem Auftrag der Probe wurde jeweils 1 ml 
, ' Aquilibrierungspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0.1 mM CaCl 2 , pH 7.5) gesammelt, 
danach die Probe \(S: Endotoxin aus E. coli 055:B5 in Aquilibrierungspuffer, 4.6 EU/ml) 
. injiziert (I) und Fraktionen von 5 ml und 2 ml gesammelt. Die Regeneration der- Saule erfolgte 
30 durch Zugabe von 4 ml Regenerationspuffer (B: 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 
: ^.005 % NaDOC, pH 7.5). Die Endotoxin Konzentration wurde mittels LAL-Test bestimmt 
• (kinetisch chromogener LAL-Test, Charles River Inc.). Die Endotoxin Verunreinigungen 
' kormten in alien drei. . Experimenten . yollstandig entfemt werderi, d.h: die Endotoxin 
. . : Konzentration im Durchlauf lag unter der Nachweisgrenze (<0.005 EU/ml). 




Der Begriff "Endotoxinabreicherung" wie hier verwendet bedeutet vbllstandige oder teilweise 
Entfemung von Endotoxin aus Probenmaterial. 



Der Begriff "Endotoxin** wie hier verwendet bezeichnet bakterielles Lipopolysaccharid, das 
Bestandteil der aufieren Membran gram-negativer Bakterien ist. 

Der Begriff "Bakteriophagenschwanzprotein" wie hier verwendet bezeichnet solche Proteine, die 
in Bakteriophagen vorkorn.men und. Bestandteile von Zeilmembranen bindeii ) kcnnen 
lirblicherweise sind diese Proteine im Bakfenophagenschwanz iokaUsiert, kpnnen jedoch auch 
auf dem Bakteriophagenkopf oder bei Bakteriophagen ohne Schwanz auf der normalen 
Bakterienhaile- ldkalisiert 

Zeilbestandteile erkennen insbesondere Endotoxine. ".. . 

Der Begriff "unspezifische Inxtndbilisienmg" oder "ungerichtete Iinniobilisiemng'': wie hier 
verwendet bedeutet, dass die Kopplung eines Proteins an eine Matrix . iiber Proteinreste (z.B. 
primare Amine), erfolgt, die iiber die gesamte Proteinoberflache verteilt sind. Die Auswahl der 
far die Kopplung des einzelnen Proleinmolekuls verwendeten GrUppe ist zufailig. 

Der Begriff "gerichtete hnmobilisierung" wie hier verwendet bedeutet, dass die Kopplung iiber 
Aminosaurereste oder andere Reste (z.B. Glykosyslierungen des Proteins) erfolgt, deren Position 
im Protein (z. B. N- oder C-terminal) bekannt ist. Die Auswahl dieser Gruppen fur die Kopplung 
erfolgt dutch die Auswahl geeigneter Reaktionspartner/Linker, die bevorzugt mit diesen Resteh 
reagieren (z.B. Kopplung von Sulfhydrylresten an Iodoacetatreste; Iodoacetat reagiert 
tausendmal schneller mit Sulfhydrylrssten.als mit Aminoresten). 

Die vorhegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die 
Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit einem Bakteriophagenschwanzprotein, 

b) Nachweis von an B akteriophagenschwanzproteine gebundenes Endotoxin. • . 

Vorzugsweise betrifft die Erfindung ein Verfahren, bei dem der Nachweis mittels 
spektroskopischer Yjerfahren, z.B. Fluoreszenzemission, Fluoreszenzpolarisation, Absorption 
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Oder Circulardichroismus, oder rnittels Kapazitatsmessung, z.B. elektrische Signale, oder 
indirektmittelsKompetitionsnachweisdurchgefuhrt^ird. • • 

Gegebenenfalls wird nach Schritt a) und vor Schritt b) ein zusatzlicher Schritt a 1 ) Abtrennung 
von Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplex Yonder Probe eingefUhrt, 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Entfemung von Endotoxin aus einer 
Probe, umfassend die Schritte: 

^ Ihknbation oder in Kontakt bringen:eifier : Probe mit.Eakteriophagenschwaiizproteinen. die 

uhspezirisch oder gerichtet, an einem festen Trager immobilisiert sind, 

b>Trennen des Bakteiophagenschwanzprot^ von der Probe. 

Vorzugsweise wird vor der Ration die lonenzusamrnensetzung der zweiwertigen Iqnen:z : B'. 
Ca 2+ , Mg 2+ und/oder. , ds* ;. ;pH-Wert- . eingestellt, . • urn eine optimale Endotoxin- 
Bakteriophagenschwanzprqte^ Ferner bevorzugt wird bei oder nach der 

Inkubation eine ,,Demaskierung" des gebundenen Endotoxins durch Zugabe von Detergentien 
und/oder Salzen, z.B. Tween, Triton, NaCl.oder Ammoniumsulfat, oder anderer Substanzen, z.B. 
Chitosan, Zucker oder Lipide, die ein Ablosen der Endotoxin von z.B. Proteinen oder 
Nukleinsauren beschleunigen. 

Das Bakteriophagenschwanzprotein kann ein naturlicherweise vorkommendes oder ein 
molekularbiologisch oder biochemisch modifiziertes sein. Das Bakteriophagenschwanzprotein 
kann aus verschiedenen Grunden gentechnisch und/oder biochemisch modifiziert sein. Fur die- 
erfmdungsgemaBen Verfahren konnen jedoch nicht nur die nattirlicherweise vorkommenden 
Bakteriophagenschwanzproteine . venvendet werden, sondern auch deren Varianten. Varianten 
bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung, dass die Bakteriophagenschwanzproteine eine 
veranderte Aminosauresequenz aufweisen. Diese konnen durch Screening der natiirlich 
auftretenden Varianten, oder durch Zufalls-Mutagenese oder gezielte Mutagenese, aber auch 
durch chemische Modifikation erhalten werden. Die fur die erfmdungsgemaBen Verfahren 
verwendeten Bakteriophagenschwanzproteine. konnen durch eine gezielte oder zufallige Muta* 
genese in ihrer Spezifitat' bzw. ihren Bindungseigenschaften an Tragerstrukturen ahgepaBt 
werden; Diese Bindung an die..Trager kann fest, z.B. kovalent oder iiber eine spezifische oder 
uhspezifische Biotinylieruhg erfolgen, aber auch reversibel z.B.. iiber eine reduzierbare 
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Disulfidbrucke erfoigen. Femer kann-durch eine Motivation die StabiHtat erhoht werden. 
Durch die molekutebiologische odet chentische Mutagenese werden Mutationen eingefflhrt, die 
Aminosaureadditionen, -deletionen, -substitutionen Oder ehemisehe Modifikauonen sem kdnnen. 
Die^ Mutationen kdnnen eine VerSndernng der Aminosaureserptenz to der Bindungaregtdn der 
Bak.eriophagenschwanzpro.eine bewirken, mi. dem Ziel, Spezifita. und Bindungsaffinitt. an 
Testbedurfhisse anzupassen, z3, die Bindung . der Endotoxine an <to . 
BaWeriophagensoftwanzproteine z» erhoben oder irreversibe! zu machen, urn denNachwers Oder 
die Abreicherung zn verbessern. Daruber hinaus kann eine geniechnisehe oder biochenusche 

irreversfoelzuma^ 
Phagenproteinedvnchgefflhr.wMen.todiev 

Proteins wie Wsliehke.. ThermoitabUip; usw, hn Sinne des ernhdnngsgemaeen Verfahrens 
anzupassen. ,'. . . . .} :'■ 

Mete zur AulklSmng der dreidfaensionaien Shukttr von T 4 p!2 ««» »«W *■ >* 
' erhchter Temperatur pro.ebly<ische Fragmep.e Von 33 kDa nnd 45kDa erzeug. werden konnen, 

die N- nnd C-terminal (33 kDa) bzw, nUr N-temrinal (45 kDa) verkbrzt sind. ta Gegensate zu 
' dem 33kDa Fragment is. das 45kDa Fragment noob in der Lage an Bakterien zo burden. 
20 DemznfolgeistderC-TerminusanderZellbindungbe.eiUgt. 

■ Die Modification kann femer insbesondere den Zweck haben, emeu direkten Nachweis **. ■ 

• mitiels Messung der Tryp.ophanfluoreszenz zu emrdglichen. Beispielswe.se besitzt P12^fimf 
Tryptophan-Reste. Das Fluoreszenzspektrum des nativen Proteins deutet darauf bin, dass dtese 
25 Res.*- weu*«gehend lasnngsmittel-unzug^glich sind. , Ans einer Vielzahl von 
. wissenschafflichen Arbei.en is. bekannt, dass fas. inuner aromatische Aminos^ , der 
Bindung von.Zuokerres.en, wie sie -ch in Endotoxin vorkommen, beleilig. sind. Die Bmdung 
der Zuckcrreste an Proteine kann durch einen Quench der Trypftophanfluoreazenz, bzw. 
gegebenenfalls anch zusatzlich durch eine Veranderung des Flnoreszenzmaxinrums verfo.gt 
30 werden Eigene Arbeiten lasseh vermuten, dass die ungtinstige Verteilung der Fluorophore des 
nattiriichen p!2 eine Ausnu(zung der Fluoreszenz-Ergenschafien von p!2 zur Bindungsmessung 
verhihdert. Die F^eazeneigenachaften v„n .12 werden durch die ffinf Tryptophanres e 
dominie*, deren Fluoreszenz durch die Zugabe von Endotoxin nich. mesabat ,«A 
Diese Daten lassen erwar.cn, dass eher Tyrosinreete als Tryptophane an der Bindung betetirgt 
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sind, deren' Signalandemng vor dem hohen Tryptophan-Hintergnmd nicht sichtbar gemacht . 
Werden kann. Auf der Basis dor Proteolyseergebnisse kommen sechs Tyrosine am C-Terminus 
von P 12 fur den Endotoxin-Nachweiskit in Frage, die entsprechend ;> sichtbar" gemacht werden 
konnen. Durch einen selektiven molekularbiologischen Austausch der fltaf Tryptophan-Reste 
gegen Tyrosine werden in einem ersteri Schritt die. spektroskopischen Eigenschaften so gezielt 
verandert, dass die Ehdotoxin-Bindung ' per Fluoreszenzsignalanderung eines einzelnen 
Tryptophanes messbar ist. AnschlieBend wird durch einen gezielten Austausch von jeweils 
einem der sechs Tyrosine im C-terminalen Bereich gegen einen Tryptophahrest die Intensitat des 
...messbaren Signals signifikant erhoht, urn fur die Entwicklung eines Endotoxin-Nachweiskns 
.attraktive Signalunterschiede zu erhalten. 

Welcheiakteriophagenschwa^prdtem^ verwendet werden,. hangt.davon ab,welche Eridotoxme 
nachgewiesen Oder abgereinigt werden sollen. Bereits jetzt steht eine : gxoBe Zahl bekannter 
Bakteriophagen'fur einen GroBteil der bisher beschriebenen Bakteneri zurYetfugung und kann 
15 . vfj* to werden' -Die Phagen und die entsprechenden 

Wirtsbaklerien sind u.a. bei folgenden Stammsammlungen erhalllich: ATCC (USA), DSMZ 
■ (Deutschland), UKNCC (GroBbritannien), NCCB (Niederlande) und MAFF (Japan). . 

' Vorzugsweise : stammen die Bakteriophagenschwanzproteine fur. die erfmdungsgemaBen 
20 Verfahren von Bakteriopbagen, deren Wirtsbakterien medizinisch oder biotechnologisch 
relevante Bedeutung haben, wie z.B. E. coli, das bei der Produktion rekombinanter Proteine oder. 
von Nukleinsauren . iiir die Gentheraphie verwendet wird. Besonders bevorzugt sind 

•Bakteriophagenschwanzproteine, die stark konservierte Bereiche von Endotoxin binden,wie z.B. 
die Herzregion oder Lipid A. Insbesondere bevorzugt sind P 12 und pl2-ahnliche 
25 Bakteriophagenschwanzproteine. Bei 'einer Kombination von Endotoxin-Verunr.einigungen aus 
. verschiedenen Wirtsbakterien kann eine Kombination der entsprechenden Endotoxin- 
. erkennenden Bakteriophagenschwanzproteine eingesetzt werden: 

Der Nachweis oder die Abreicherung von Endotoxin in oder aus einer Probe erfolgt liber die 
30 Bindung von Endotoxin an die Bakteriophagenschwanzproteine. Diese Bindung kann z.B, durch 
. direkte Messung .mittels spektroskopischer Verfahren, zB. fiber Fluoreszenzemission, 
Fluoreszenzpolarisation, Absorption oder Circulardichroismus nachgewiesen werden. P.aruber 
hinaus kann. die Bindung durch elektrische Signale, z,B. eine Kapazitatsmessuiig sichtbar 
..- gemacht wefden. Weiterhm' kann die Bindung:, von Endotoxin ,m. die 



Bakteriophagenschwanzproteine auch indirekt iiber Verdrangungsexperimente nachgewiesen , 
werden. 

Fur den erfindungsgcmaBen Nachweis konnen die Bakteriophagenschwanzproteine bei Bedarf 
einer Abtrennung der Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexe von der Probe auf 
geeigneten Tragerstrukturen, z.B. Magnetpartikeln, Agarosepartikeln, Mikrotiterplatten, 
Filtelmaterialien oder DurchfluBzellkarnmem, gekoppelt werden (indirekter Nachweis); Die 
Tragerstrukturen konnen . z.B. aus ; . Tolystyrol, Polypropylen, Polycarbbhat, PMMA, 

durch Adsorption oder kovalenteBinduhgerreicht werden. .. .. / - \ 

Fiirdaserfi^ 

feste Tracer .ekoppelt^ f^T^mmm J^^ fur Ghromatographiesaulen (z.B. 

Sepharoslateriai^r^^ 
Sedimentationsmateriaiicn (z.B. Agarosepartikel) sein. , 

Wichtig hierbei ist eir^^« ^lm^g, d.h. B'akteriophagensehwanzproteine verfugen 
trotz Bindung an das f ragermaterial iiber fur Endotoxin zugangliche Strukturen. Die Kopplung 
der- Bakteriophagenschwanzproteine kann unspezifisch, oder 'aber bevorzugt gerichtet, iiber z.B. 
eine selektive Biotinylierung, oder gekoppelt iiber einen Spacer oder Linker erfolgen. 

Dazu konnen die Bakteriophagenschwanzproteine mitmedermolekularen Substanzen z.B. Biotin 
verkniipft sein, urn iiber diese niedermolekularen Substanzen an Polypeptide z. B. Streptavidm 
zu binden, die ihrerseits auf dem Trager ixnmobilisiert wurden. Statt Biotin kann femer . der 
sogenannte Strep-Tag (Skerra,' A. & Schmidt, T. G. M. Biomolecular Engineering 16 (1999), 79- 
86) verwendet werden, der eine kurze Aminosauresequenz ist und an Streptavidm bmdet. Femer 
kann der His-Tag verwendet werden, der iiber zweiwertige Ionen (Zink oder Nickel) oder einen- 
fur ibn spezifischen Antikorper (Qiagen GmbH, Hilden) an ein Tragermaterial binden kann. Der 
Strep-Tag sowie der His-Tag wird vorzugsweise iiber DNA-Rekombinationstechnologie an die 
rekombinant hergestellten Bakteriophagenproteine gebunden. Diese Kopplung kann genchtet, 
zB. am N- oder C-Terminus oder ungeriehtet. erfolgen. Die gerichtete Kopplung erfolgt iiber 
eine ! geeignete, ■ reaktive .. naturiicherweise bei Phageiiproteinen nicht haufig 
oberf^c^^ das an geeigneter Stelle gezielt eingefuhrt 

wurde. Da Phagenschwanzproieine im ; Cytoplasma synthetisiert werden, ist mcbt mit 
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Disulfidbriicken zu reehnen. Vorzugsweise kann auch iiber andere Aminosauren direkt, oder wie 
auch bei Cystein iiber einen. , .Spacer" oder „CrossLinker" (Monofunktionell oder bifunktioneU) 
indirekt gekoppelt werden. 

Bei der Cysteinkopplung sind alle bifunktionellen Crosslinker mit NHr und SH^reaktiven 
Gruppen, mit undohne Zwischenspacer, z.B. 11-Maleimidoundec.anoic acid sulfo-IsTHS oder 
Succbimidyl-4-[N-maleiroidomefliyl]-cyclohexane4-carboxy-[6-amido]caproate ' moglich. 
SOfem keiue Spacer vorhanden sind, konneii 8-12 C-Atom-Spacer mit endstandiger NH-Gruppe 
eingeftgt werden. Vorzugsweise erfolgt die Cysteinkopplung - ; tiber eine ..spezifische 
Biotinylierung des Cysteins,durch z.B. EZ-Link-PEO-Maleimide activated Biotin (Pierce). 

Zweiwertige lonen, 'wie zB, Ca 2+ oder Mg 2+ sind fur eine. Bindung von Endofoxinen an 
Phagenproteine wie pl2 wichtig. Durch Zugabe von geeigneien Chelatoren, wie z.B. EDTA oder 
EGTA, kann diese Bmdmig jedoch gelost werden. Bevorzugt fur die Bindung; sitri Ca- -; 
Konzentrationen im Bereicb von etwa 0,1 uM bis etwa 100 mM; besonders bevorzugt im 
Bereich von etwa 0,1 uM bis etwa 10 mM, insbesondere beyorzugt.im Bereich von etwa 0,1 yM 
bis etwa 1 mM und femer insbesondere bevorzugt im Bereich von' etwa 10 uM bis 1 mM. 
Emiedrigt man die.Konzentration zweiwertiger lonen duich Zugabe von 1 mM EDTA imter 100 
nM, so wird die Bindung von Endotoxin an pl2 gelost. Mg 2+ -Konzentratiohen iiber 10 mM 
verschlechtem die Bindung von Endotoxin an pl2, was sich in einer Erhohung der 
Dissoziationskonstante bemerkbar macht. Ohne Zugabe von Mg 2+ ergibt sich ein Kd-Wert von 
50 nM und in einem Puffer mit 10 mM Mg 2+ wurde ein Kj-Wert von 1 pM.gemessen. Zink 
zeigte eine. noch starker hemmende .Wirkung. 1 mM Zn erhoht den K<j-Wert auf 10 uM. Eine 
Einstellung der Konzentration zweiwertiger oder anderer lonen (z.B.: Cu 2+ , Al 3+ , Zn- , Fe , 
Ca 2+ , Ba 2+ , Mg 2+ , Cd 2+ ) auf einen fur" die Bindung optimalen Bereich kann durch Substanzen, 
wie HEDTA, NTA bzw. allgemein Chelatoren/Puffer (ADA: N-[2-Acetamido]-2-iminodiacetic 
acid; 5-AMP: Adenosin-5'-Monophosphat; ADP: Adenosin-5'-Diphosphat; ATP: Adenosin-5'- 
Triphosphat; Bapta: l,2-bis(2-Aminophenoxy)ethane-N,N,N , ,N , -tetraacetic acid; Citrat: 
Zitronensaure;. EDTA: Ethylendiamintetraacetic acid; EGTA: Ethleneglycol-bis(P-aminoethyl 
Ether). N,N,N',N'-Tetraacetic acid;. HEDTA: N-hydroxyethylethylenediaminetriacetic acid; 
NTA: Nitiilotiracetic acid; S0 4 . Sulfat) erfolgen, die als Puffer fur zweiwertige lonen benutzt 
werd.en konnen. 

Die erfindungsgemaBen Verfahren konnen daher femer Waschschritte umfassen. Je nachdem, ob 



ein direkter oder indirekter Nachweis oder die Abreicherung eine Abtrennung von Probe und 
Bakteriophagenschwanzprotein notig macht, konnen Waschschritte eingebaut werden.. Da Ca2+ 
oder andere Metallionen (z.B. *Mg2+) essentiell fiir die Bindung sind, kann die Bindung von 
Endotoxin an z.B. pl2 durch geeignete Waschschritte gelost werden. Je nach Ziel, ob Endotoxin 
auf dem Bakteriophagenschwanzprotein, z.B. pl2 gebunden bleiben soli, wird mit EDTA-freiem 
Puffer gewaschen, wenn die Bindung gelost werden soli mit. EDTA-halti gem Puffer, .wobei die 
EDTA-Konzentrationen im • Bereich von ' mindestens 0,05 mM bis mehr als 10 niM, 
vorzugsweise im Bereich von '2 mM bis. 5 mMliegt. 

Die . Abtrennung erfolgt uach Inkubatioa der Probe mit • dem . . entsprechenden mit 
Bakteriophagensclrvvaiizproteinen gekoppeiteii Tragermaterial fur etwa 5-60 min oder etwa 30- 
lSOmin oder . bei Bedarf .auch tiber Nacht. Dazu wird . die ; Probe z.B. ,aus : der 
Chroinatographiesaule eluiert, oder filtriert, oder die entsprechenden Pariikel abzentrifugiert oder 
absedimentiert, bzw. durch Aniegen eines.Magnetfeldes magnetisch separierL Die Abtreimmgin 
dem hier bescbdebeneri Batch- Verfahren, d.L mit Vorinkubation von . Probe und pit. den 
entsprechenden Bakteriophagenschwanzproteinen ; gekoppelten Trag^rmaterialen, kann 
insbesondere bei.sehr niedrigen Endotoxinkonzentrationen sirjavoll sein. . 

Die Abreicherung von Endotoxinen iiber Chromatographiesaulen kann aber auch. im reinen 
Durchflussverfahren erfolgen. Die Probe kann dazu auf die Saule aufgetragen werden, die ein 
Tragermaterial mit daran gekoppelten Bakteriophagenschwanzproteinen enthalt. Die Flussrate ist . 
abhangig von Volumen und Geometrie der Saule. Die Flussrate ist ferner abhangig von Volumen 
und Endotoxingehalt der Probe, urn durch eine moglichst lange Kontaktzeit zwischen Saule und 
Endotoxin auch bei niedrigen Endotoxinkonzentrationen eine effiziente Abreicherung zu 
erzielen. Die Kontaktzeit ist dabei die Zeit, die die Probe vom Auftragen auf die Saule bis zum 
HerausflieBen benotigt. . ' 

Der Abtrennschritt kann z.B. im Abreicherungsverfahren zur Regenerierung der 
Bakteriophagenschwanzproteine benutzt werden, die an den festen Trager gekopplelt sind. 
Dadurch kann. der. feste Trager, z.B. eine Matrix in einer Chromatographiesaule wiederverwendet 
werden. Die Regenerierung erfolgt durch Entfernen des gebundenen Endotoxins durch einen 
geeigneten Regenerienmgspuffer enthaltend EDTA' oder einen entsprechenden Ghelator. Bei 
EDTA wird eine Konzentration von groBer 2 mM EDTA bevorzugt, inbesondefe groBer 10 mM 
EDTA. ■ "... ' - V ■* . ' 



Da ionische Wechselwirkungen grundsatzlich immer durch Veranderungen der Ionenstarke 
beeinflussbar sind, kdnnen auch Erhohungen oder Erniedrigungen anderer Salze in Ldsung, wie 
z.B. NaCl oder KC1; die Bindung .von Endotoxin an die Bakteriophagenschwanzproteirie 
beeinflussen. 

Urn die Bindung im' Nachweisverfahien direkt oder indirekt sichtbar zu machen, kann auch das 
Protein molekularbiologisch oder biochemisch verandert werden, um die; Messung zu 
.ermoglichen, bzw. z.u verbessern. Urn eine Bindung von Endotoxin z.B. an pl2 direkt sichtbar zu 
machen, kann. ein ^ molekularbiorogisehef- Austausch von Tyrosinxesten gegen Tryptophan 
durchgeflihrt werdeh. Ftir eine Reduktidn des SignaMntergmndes kann es dab ei notig sein, die 
urspriinglich enihaltenen Tryptophane gegen Tyrosine auszutauschen:Um.auch in proteinhaltigen 
Ldsungen messen zu kdnnen, kann p!2 nach Tryptophan-Einfulirang zusatzlich chemisch 
modiSziert werden. Dabei werden tryptophanreste durch Koshland-Reagenz (2-Hydroxy-5- ■ 
nitrobenzylbromid) : hinsichtlich ihrer, spektrokopischen Eigenschafteh verandert. Bei 
Verdrangungsexperimenten kann marldertes, z.B. fluoreszenzmarkiertes Endotoxin (z.B. Sigma) 
durch in der Probe befindliches Endotoxin zB. von pl2 yerdrangt und die Konzentration von 
fireiem fluoreszierendeni Endotoxin bestimmt werden. ' . ' ' 

Mit dem erfindungsgemaCen Verfahren kann Endotoxin aus und in alien wassrigen Ldsungen 
nachgewiesen und entfernt werden. Diese Ldsungen kdnnen: Proteine, Plasmid-DNA, 
genomische DNA, RNA, Protein-Nukleinsaurekomplexe wie z.B. Phagen oder Viren, 
Saccharide, Impfstoffe, Arzneimittel, Dialysepuffer (Medizin), Salze oder andere durch 
Endotoxin-Bindung verunreinigte Substanzen enthalten. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine, .an die sogenannte Tags, z.B. 
der Strep- oder der His-Tag, vorzugsweise an den N- oder C-Terminus des Proteins, besonders 
bevorzugt an den C-Terminus, gekoppelt sind. Bevorzugt ist die Kopplung oder Verknupfung 
der Tags mit den Bakteriophagenproteinen ub.er- DNA-Rekombinationstechnologie. Herstellung 
der Nukleinsaure, umfassend die Sequenz des Bakteriophagenproteins und des Tags und die 
Herstellung des Expressionsprodukts sind Stand der Technik imd brauchen hier.nicht gesondert 
erlautert zu werden. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Nukleinsauresequenz, die ein 
Bakteriophagenprotein zusammen mit dem . Strep- oder His-Tag cddiert. Ein besonders. 
bevorzugtes mit; de& Steep- oder His-Tag modifiziertes Bakteriophagenprotein ist. das pi 2- 
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Protein vom Phagen T4, jedoch sind alle anderen Bakteriophagenproteine die an der Erkennnung 
und Bindung von Bakterien beteiligt oder dafiir verantwortlich sind ebenfalls bevorzugt. 

• Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine, mit einera Tag, der ein 
.5 oberflachenexponiertes Cystein zur spezifischen, gerichteten Biotinylienmg aufweist/ z.B. die 

Tags gemaB SEQ ID- NO: 5, 6 und 7.-Ein' Beispiel fur ein pl2 mit Tag ist die in SEQ ID NO:8 
. aufgefuhite.Aminosauresequenz. Bevorzugt ist ein pi 2 mit einem Tag, insbesondere mit einem 
Tag mit einem oberflachenexponierten Cystein, insbesondere ein pl2 mit dem Tag gemaB SEQ 
ID NO: 6 und 7. Diese gerichtete Biotinylierung kann zusatziich durch einen geeigneteii Spacer 
10' oder Linker vennittelt werden. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Arninosauren mit 

• iiner Sequenz gemaB SEQ ID NO:5, 6 und. 7. Ferner betrifft die vorHegende Erfindung die 
Nukleinsauren, co'&erend' ; di^Aminosaur^equ«iz gfemaB SE'Q ID NO:5/6.'iind'7. •• .. 




Die erfmdungsgema)3en Verfahren bieten jgegeniiber deh Nachweis- und ReinigimgSverfahren 
15. fur und yon Endotoxin Vorteile in der Performance entsprechender Anwendungem Ferner ist die 
Hersteliung von Antikorp.er gegen. LPSrHerzoligosaccharide sehr schwierig, was entsprechende : 
: Verfahren auf AntikQiper-Basis sehf teuer werden lasst. . . . ,. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung und ; sind nicht als einschrMnkend aufzufassen. 
20 Sofem nicht anders angegeben, wurden moiekularbiologische Standardmethoden verwendet, wie 
z.B. von Sambrook et al., 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual 2. Auflage, Cold 
.. . Spring Harbor Laboratory Press, :Cold Spring Harbor, New York, beschrieben.. 




1. GlasgefaBe, PlastikgefaBe und Puffer 

Fur die Endotoxinentfernung wurden alle .GlasgefaBe durch Ausbacken bei 200°C (4h); 
• . entpyrogenisiert und ausschlieBlich pyrogenfreie Plastikmaterialen (z.B. Pipettenspitzen, 
• ' Microtiterplatten) verwendet. Andere, nicht hitzebestandige Gerate oder GefaBe, wurden 
■ entweder mit 3% Wasserstoffperoxid behandelt oder mit 1% Natritimdeoxoycholat gewascheh. 
30 AnschlieBend wurde sie mit endotoxmfireiem Wasser gespiilt: Die Puffer wurden alls weitgehend 
endotoxinfreien Puffersubstanzen (Sigma) hergestellt imd mit endotoxinfreiem Wasser angesetzt. 
•' Salze, wie z.B. NaCl, die auf 200°C erhitzt werden konnen,' wurden ausgebacken (200°C, 4h). 
Fiir chromatographische Reiniguhgen verwendete Puffer wurden entgast imd filtriert. 

35 2. Endotoxinnachweis mittels LAL-Test 



Endotoxin-Kontxoltaachweise wurden mit einem chromogenan LAL-Test (Limulus-Amebocyte- 
Lysate Test, Charles-River Endosafe, Charleston, USA) entsprechend den Angaben des 
Herstellers durchgeftihrt. Zur Konzentrationsbestimmung wurden Endotoxin-Standards (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) im Bereich von 0.005-50, bzw. 0.02-50 EU/ml eingesetzt. Die 
Absorptionsmessung bei 405 rmi ..erfoigte in einem temperierbaren Mikrotiterplatten-Reader 
(Genios. Tecan GmbH). ' 

3. Western-Blot zum pl2-Nachweis 

Der Nachweis von pl'2 im Uberstand ypn mit Beads behandelten Proben bzw. in den Eraktionen.. 
der MfMtatsckoiriatograpbie erfoigte /dutch Western Blots. Zum Teil wurden die Proteine 
vorher durch NaDOC/TC A-Fallung (Natmimdeoxychol^ .aufkonzentriert. Die 

•Proben wurden dazu auf 12%-igen SDS Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF 
Membrahen (Inimobiipn,, Millipore) ixbertragen. Die. Membraneh wurden mit PBS ,30 min 
gewaseheiu mit 5% Milchpulver blockiert (1 h) und anschlieBend mit polykionalem anti- P 12 
•AntikQrper; inkubiCTt.(llv Verdiinnung? 1: 1000). Nach Inkubation mit einem, mit alkalischer 
Phosphatase ^onjugierter .Sekundarantikorper (Ziege-anti-Kaninchen IgG) erfoigte die 
Entwicklung der Proben mit BCIP/NBT (5-Brom-4-chloroindoiylphosphat7Nitroblau- 
Tetrazohumsalz). 

4. Endotoxin-Reinigung ' 

Die Reinigimg von Endotoxin wurde nach der Vorschrift von Galanos, C, Liideritz, O. & 
Westphal, O. 1969, Europ. J. Bipchem. 9, 245-249 durchgefuhrt. 

Beispiel 5: Spezifische Kopplung von pl2 an immobilisierte Jodoacetylreste: 
Urn eine gerichtete Bindung von pi? an die Oberflache zu erreichen wurde. die Aminosaure 
Serin an Position 3 des Strep-Tags gemafi SEQ ID NO: 5 durch Cystein wie in Beispiel 12 
ersetzt und das Protein uber Jodoacetylreste, die bevorzugt freie Sulfhydrylreste biriden,. 
immobilisiert. Das resultierende pl2 wurde p.l2S3C genannt. 

Es wurde ein 1 ml Sulfolink Coupling Gel (Pierce) gegossen, mit 6 ml 1% Natriumdeoxycholat 
. gewaschen und mit 6 ml Kopplungspuffer (50 mM Tris, 150 rnM NaCl, 5 mMEDTA, pH 8.5) 
equilibriert: AnschlieBend wurden 1 ml pl2S3C (=N-StrepS3Cpl2) (1-1.5 mg/ml. in 




Kopplungspuffer) injiziert, die Saule 15 min leicht geschiittelt, weitere 30 min ohne Schutteln 
bei Raumtemperatur inkubiert, und nochmals 1 ml p!2S3C injiziert. und die Inkubationsschritte 
wiederholt. Diese Kopplung von pl2S3C wurde insgesamt 4 mal wiederholt, und anschlieBend 
die Saule mit 6 ml Kopplungspuffer gewaschen. Die Durchlaufe wurden gesammelt und "die 
5 jeweilige pl2S3C Konzentration durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. Es wurden 
2.2-2.8 mg pl2S3C pro. ml Gel gebunden. AnschlieBend wrden uberzahlige Jodoacetylreste. 
durch Inkubation (45 min) mit 1 ml Cystein (50mM in 50 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8:5) 
blockiert. Nach Wasehen der Saule mit 1 6 ml 1M NaCl und 1 6 ml 20 mM Hejpes, 150 mM NaCl 
pH 7.5 war die Saule fertig zum Gebrauch. 

• Die Fahigkeit dieses' Gels Endotoxin aus Proteinlosiingeh zu eritfernen, wurde mit BSA (2-4 
mg/ml), Carbon Anhydrase (1-2 .mg/ml.) und Lysozym (3-4 mg/ml) gefestet. BSA und Lysozym 
Lb^ingen wurden mit Endotoxin von E. coli 055 :B5 .(Charles-River Endosafe, Charleston, 
USA) oder E. coli HMS 174 gespickt (100-1000 EU/mlj, wahrend die Carbon Anhydrase nicht 
.15 mit zusatzlichem Endotoxin versetzt wurde, Es wurdeii j eweils 0,5 ml Proteinldsung auf die . 
Saule gegeben, 1 Stunde bei P^aumtemperatur inkubiert und anschlieBend die Saule mit Puffer 
gewaschen. Die Proteine wurden fraktionsweise gesammelt und der Endotoxingehalt vor und 
nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests (Charles-River Endosafe, Charleston, 
USA) bestimmt. AuBerdem wurde die Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessungen bei 
20 280 nm ermittelt Die Endotoxine konnten aus alien 3 Proteinlosungen fast vdllstandig (93-99%) 
entfernt werden, wie in Fig. 2A gezeigt. AuBerdem konnten die Proteine weitgehend von der 
Saule eluiert werden (80-99%, Fig. 2B). Die Saule wurde abschlieB end mit 5 mM EDTA, 20 
'^^L mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 regeneriert. Urn Verunreinigungen der Proteinfraktionen nach 
w|Pdem Lauf iiber die Saule durch sich ablosendes pl2 auszuschlieBen, wurden die Fraktionen 
25 mittels der Western Blot Technik auf pl2 untersucht Es konnte kein pl2 in den Fraktionen 
nachgewiesen werden. . • 

. Beispiel 6: Unspezifische Kopplung von p!2 an NHS-aktiviertes Tragermaterial: 
N-hydroxysuccinimid (NHS) wird aus Verbindungen durch primare Aminoreste verdrangt und 
30 . deshalb zum Koppeb von Proteinen an Oberflachen benutzt. NHS-aktivierte Sepharose Saulen 
(HiTrap NHS-activated HP, 1 ml* Amersham-Pharmacia-Biotech) wurden zunachst mit 6 ml 
eiskalter 1 mM Salzsaure, gewaschen. AnschlieBend wurden bei Raumtemperatur 1-0-15 ml 
; P 12S3C (1.0-3.5. mg/ml) in 0.2 M NaHC0 3 , 0.5 M NaCl, pH 8.3 zirkular uber die Saule gepumpt 
(Flussrate 0.8 ml/min). Nach 60 min wurde der Durchlauf fraktionsweise gesammelt und die 
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Saule mit 6 ml Puffer gewaschen. Aus diesen Fraktipnen wurde das.NHS durch Entsalzen der. 
Losung iiber HiTrap-Desalting Saulchen (5 ml, Amersham-Pharmacia-Biotech) abgetrennt und 
anschlieBend die pl2-Menge durch Absorptionsmessung.bei 280 nm bestimmt. 20-25 mg 
P 12S3C wurden an die Saule gebunden. Die Saule wurde nach der Kopplung entsprechend den 

5 Herstellerangaberi wiederholt mit jeweils 6 ml Blockierungspuffer (0.5 M Ethanolamin, 0.5 M 
NaCl, pH 8.3) und Waschpuffer (0.1 MAcetat, 0.5 M NaCl, pH 4.0) gespiilt. AnschlieBend 

■ -wurde die Saule mit 6 ml Gebrauchspuffer. (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5'oder,20 mM , 

••" Tris, 150inMNaGl,pH8;5)equilibriert. . . 

10 Die End.otoxinentfernung iiber diese, Saule wurde mit Lysozymlosungen (3-4 mg/ml;in 20. mM . : 
. ' Hepes, 150 mM NaCl. .pH 7,5 oder 20 mM Tris; 150 mM. NaCl, pH 8.5) getestet. Die ' 
Lysozymlosungen wurden; mit Endotoxin von E. coli HMS 174 ; gespickt (-500 EU/ml). Es 
\vurden 0.5 nil Proteinlosung auf die Saule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert imd 
arxSchlieBend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lysozym wxtrden firaktion.^se gesammelt- .. . 
15 und der Endotoxingehalt vor und nach der.Saule mittels eines chromogerien LAL-Tests (Charles- 
River Endosafe, Charleston,. US A) bestimmt. AuBerdem wurde die Proteinwiederfindung durch 
Absorptionsmessungen bei 280 nm ermittelt. Die Endotoxine wurden zu 85-90% aus der Losung 
entfemt, wie in Fig. 3A gezeigt und 85-90% des Lysozyms konnten durch. Waschen mit 
Gebrauchspuffer wieder von der Saule eluiert werden (Fig. 3B). Die Saule wurde ; anschliel3end' 
20 mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCl gewaschen. . 
Um Verunreinigungen der Proteinfraktionen nach dem Lauf uber die Saule durch sich 
ablosendes pl2 auszuschlieBen, wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf pl2 
untersucht. Es konnte kein p'12 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 

i 

R P .i g p ; P .1 7: Gerichtete Konolung von P I2 an iiber P i aminoethan und N-Succinimidyl-iodoacetat 
(STA'i als Spacer an NHS-aktiviertes Tr agermaterial-Saule. 

Um eine gerichtete Bindung an das Chromatographie Tragermaterial zu erfeichen wurde ein 
bifimktioneller Linker an NHS-aktivierte Oberflache gebunden, der eine Kopphmg.von pl2S3C 
iiber dessen freies Cystein und Jodoacetylreste des bifunktionalen Linkers ermoglicht. 

NHS-aktivierte Sepharose Saulen (HiTrap NHS-activated HP, 1 ml, Amersham-Pharmacia- 
Biotech) wurden zunachst mit 6 ml eiskaiter 1 mM Salzsaure gewaschen, danach 1 ml 
Ethylcndiamin (10 mg/ml in 0.2 MNaHC0 3 , 0.5 M NaCl, pH 8.3) injiziert und die Saule 30 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Blockieren iiberzahliger .NHS-Gruppen mit Ethanolamin 
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(0.5 M Ethanolamin, 0.5 M NaCl, pH 8.3) und Waschen (0.1 MAcetat, 0.5 M NaCl, pH 4.0) der 
Saule wurde die Saule mit 6 ml Boratpuffer ( 50 mM Natriumborat, 150 mM NaCl, 5 mM 
EDTA, pH 8.3) equilibria! AnschlieBend wurde 30 min langlO ml N-Succinimidyl-ioddacetat 
(SIA, Pierce, 200 ul SIA-Stammlosung in 1 0 ml Boratpuffer; SIA-Stammlosung: 1 .4 mg SIA in 
5 1 ml DMSO) zirlcular liber die Saule gespult. Die Saule wurde danach mit 6 ml Boratpuffer 
gewaschen und 1 Stunde lang pl2S3C (1 mg/ml, 50 ml in Boratpuffer) iiber die Saule gespiilt. 
UberscMssige Iddoacetylreste wurden mit 1 ml Cysteinldsung (5mM Cystein in Boratpuffer, 15 
min bei Raumtemperatur inkubieren). abgesattigt. bevor die Saule mit den Gebrauchspuffern (20 
mM Hepes, 150- mM NaCl, pH 7.5 oder 5.O.; mM Tris 3 -.150 mM NaCl, pH 8.5) equilibriert 
..: .10 wurden. Die K;opplungsreaktibnen mit SIA warden im Dunkeln durchgefiifert : 

Die Endotoxin^ntfernuhg iiber diese Saule wurde mit Lysozymlosungen (3-4 mg/ml in .20. mM 
Hepes, 150- mM NaC] 5 pH 7:5. oder 20 mM Tris, 150 mM NaCl,. pH . 8.5) getestet. Die. 
Lysozymlosungen; wurden tint Endotoxin von E. coli.HMS . i74 gespickt . (-5 00. EU/ml). Es 
■15 . wurde 0.5 ml Pro teinlosung auf die Saule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und 
AnschlieBend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lysozym wurde fraktionsweifle gesarnmelt 
und der Endotoxingehalt y or und nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests . (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) bestimmt. AuBerdem wurde die Proteinwiederfmdimg durch 
Absorptionsmessungen bei 280 nm ermittelt. Die Endotoxine wurden zu.90% aus der Losung 
20 entfemt; wie in Fig. 3 A " gezeigt und 75-85% des Lysozyms konnten durch Waschen mit 
Gebrauchspuffer wieder von der Saule eluiert werden (Fig. 3B). Die Saule wurde anschlieBend 
mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM.NaCl, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCl gewaschen. 
Um Verunreinigungen der Proteinfraktionen nach dem Lauf iiber die Saule durch sich 
ablosendes pl.2 auszuschlieBen, wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf pl2 
untersucht. Es konnte kein pi 2 in den Fraktionen nachgewiesen werden. - . . 

Beispiel 8: Entfernung von Endotoxin aus.einer BSA-L6sung im Durchflussverfahren 

Hi-T.rap-NHS aktivierte Sepharose (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) wurde nach 
30 Vorschrifi des Herstellers unspezifisch iiber primare Aminogruppen mit pl2 gekoppelt. Dabei 
wurden 8 mg p!2/ml Gelmaterial kovalent immobilisiert. Die so erhaltene 1 ml. 
Chromatographiesaule wurde mit einer Flussrate von 1 ml/mm mit 10 ml Puffer A (20 mM 
" HEPES pH 7.5> 150 mM NaCl, Q.l mM CaC12) aquilibriert. Im Anschlufi wurden 4 ml einer 
■ BSA Losung (11. 5mg BSA (Cari Roth, GmbH, Deutschland) 7 ml Puffer A) aufgetragen 




(Injektion: I) und der Durchlauf (E) in 2,5 ml Fraktionen gesammelt. Die Saule wiirde 
anschlieflend mit 15 ml Puffer A gewaschen und das an die Saule gebundene Endotoxin wurde 
mit 7 ml Puffer B (20 mM HEPES pH. 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA) eluiert. Bei Waschen 
und Elution wurden jeweils 2 ml Fraktionen gesammelt. Nach jedem Experiment wurde die 
Saule mit 20 ml Puffer C (20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM. NaCl, 2 mM EDTA, 0.1 % 
Natriamdesoxycholat) regeneriert. Die Endotoxin-Konzentration wurde durch einen 
chromogenen Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Test (Charles-River Endosafe, Charleston, 
USA), nach Vorschrift des Hersteliers bestimmt. Die Bestimmung der Proteinkonzentiation 
erfolgte durch Messung der; LW-Absorption. Die Endotoxin-Entfemungseffizienz betrug 
zwischen 95-9.994 'und der Pro^einverlust hetrug etwa 6-10 %. :.-V .'. . 

Beispiel 9: Entfernune geringer Endotdxinmensen aus Puffer mittels unspez ifisch gekop.pjgltem 

Eli- . ' •• : A::: ,r : - ■ ■ • . . • ' '.'J •'.'•.'.'''.> - 

20 ml NHS-akth'ierte Sepharose. 4 FastFlow (Amersham Biosciences) wurden zunachst mit' 

eiskalter Salzsaure g'ewaschen -und aflSchiielJend mit 292 mg pl2 (7 mg/ml in 25 mJ/I.Citrai pH 

7:0) 4 Stunden unter schuttehi bei Raumternperatur inku'biert. AnschlieB end wurde die Sephaiose 

mit 7 x. 80 ml 5 mM Citrat pH 2.0 gewaschen und jeweils .1 ml der Waschfraktionen gegen 5 

mM Citrat pH 2.0 dialysiert. DieseDialysate wurden benutzt, um das uberschiissige pl2 in den 

Waschfraktionen "mittels Absorptionsmessung bei 280 nm zu quantifizieren. Es wurde eine 

Beladungsdichte von 8.7 mg pl2 pro 1ml Sepharose bestimmt. Nicht abreagierte NHS-Reste 

wurden durch 12 h Inkubation der Sepharose mit 1M Tris pH 8.0 abgesattigt. Mit diesem 

Saulenmaterial wurden Saulen mit 2 ml Volumen gegossen und diese bei 4°C in 20% Ethanol bis 

zum Gebrauch gelagert. 

In 3 Parallelversuchen wUrde jeweils 4 ml Endotoxin Losung (S) auf eine Saule aufgetrageh 
(siehe Fig. 9). Die Endotoxin Losung bestand aus Endotoxin von E. coli 055:B5 (Charles-River 
Endosafe, Charleston, USA) in Equilibrationspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl 0.1 mM 
■ CaCl 2 , pH 7.5). Die Endotoxin Konzentration dieser Losung lag bei 4.6 EU/ml. 
Die Saulen wurde zunachst mit 12 ml Regenerationspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, pH 7.5) und anschlieBend mit 12 ml Equilibrationspuffer. gespult. AnschlieBend. wurde 
nochmals Equlilibrationspuffer auf die Saule gegeben und lml fraktioniert. 
Die Endotoxin Losung wurden auf die Saulen aufgetragen (I) und Fraktionen von 5 ml und 2 ml 
gesammelt. AnschlieBend wurde die Saule mit 4 ml Regenerationspuffer (B) regeneriert. In den 
Durchlauffraktionen konnte kein Endotoxin det.6ktiert werden, d.h. • die Endotoxin 
Verunreinigungen konnten ^^in alien drei Experimenten vollstandig entfemt werden.. 



Reisniel 10: "um pe ^fenhe Kopplim g ™n hintinvliertem P 12- an j nagngtischg Streptavidin-Beads. 
P 12 (3 mg/ml in PBS, 0 : 05% Tween20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Pierce), im 
Verhaltnis 1:10 bis 1:20 eine Stunde bei .RT inkubiert und anschlieBend gegen Puffer (z.B. PBS 
Oder 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7.5) dialysiert, NHS-aktiviertes Biotin 
bindet dabei an piimare Aminoreste von P 12. AnschlieBend wurdeh zn lml Streptavidin Beads 
(MagPrep Streptavidin Beads, Merck) 50 ul biotinyliertes pl2 (1 mg/ml) gegeben, 2h bei 
Raumtemperatur gescMttelt und anschlieBend iiberschflssiges p.12 dutch yietmaliges. Waschen . 
mit 1 .5 ml 20 mM. Tris, lO.mM EDTA pH 7.5 entfernt. ' : ' 

Die Endotoxinentfemung We mit- Puffet (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5) und . 
Proteinlosutigen (0.1 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml Lysozym, 0.1 mg/ml Carbon Anhydrase in 20 mM . 
" Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5) getestet Der Puffer sowie die BSA- und Lysozym-Losung wurde . 
mit 5 .EU/ml (Endotoxin aus E. . coli Q55:B5, Charles-River Endosafe,. Charleston, USA) ; 
gespickt. Die Carbon .Anliydrase Losung enthielt etwa 1 EU/ml. Zu 200 ul. Puffer bzw. 
Pr6teinlosung.wiirden.25 ul magnetische Beads mit immobilisiertem pl2 gegeben, durch auf- 
und abpipettieren vermischt und 30 min.bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beads wurden mit 
Hilfe eines Magneten aus der Losung entfernt, der Uberstand abpipettiert. Der Endotoxingehalt 
von unbehandelten Proben und mit Beads inkubierten Proben wurde anschlieBend mit dem LAL- 
Test bestimmt imd'die Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. 
Aus Puffer lieB sich das Endotoxin praktisch vollstandig entfemen (99.9 % 
Endotoxinentfemung, Fig. 4A) und auch aus den Proteinl5sung wurde das Endotoxin um 70- 
92% (Fig. 4B) abgereichert. Die Proteinwiederfindung lag zwischen 57% und 99% (BSA: 87 
%,Carbon Anhydrase: 99%, Lysozym: 57 %; Fig. 4B). 

Beisniel 1 1 : un^^ifische Kopplune von bioti n vliertem p!2 an immobilisiertes Streptavidin. 
P12 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Pierce), im 
Verhaltnis 1:10 bis 1:20 eine Stunde bei RT inkubiert und anschlieBend gegen Puffer (z.B. PBS 
Oder 20 mM Hepes, 150 mM NaCl 5 mM EDTA, pH 7.5) dialysiert. NHS-aktiviertes Biotin 
bindet dabei an primSre Aminoreste von pl2. Das biotinyherte pl2 wird anschlieBend 1 h bei- 
Raumtemperatur mit Streptavidin beladenen Chromatographiematerial ' (ImmunoPure 
immobilized Streptavidin: 6% quervernetzte Agarose Beads), inkubiert und uberschussiges pl2 
*■ durch Waschen mit PBS entfernt. . 
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Die Endotoxinentfemung wurde mit Puffer. (20 mM Tris, 150 mMNaCl, P H 8.0) und BSA (0.5 
mg/ml in 20 mM Tris, 150 mM NaCl/pH 8.0) getestet. Je 1 ml Puffer bzw, BSA-L6sung wurden 
mit 10 EU/ml gespickt, 50 pi pi 2- Agarose zugegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur geschuttelt. 
5 Die P 12 Agarose wurde anschlieBend . abzentrifugiert und die Endotoxin-: und 
' ' Proteinkonzentration im Uberstand gemessen. Aus dem Puffer konnten 9.9% und aus der BSA- 
Ldsung 86 % Endotoxin entfemt werden (Fig. 5). BSA konnte zu 9.0 % wiedergefunden werden . ■ 

• ■ gHs piel 12: Untersuchungen^r, J ii^l2-Hndotoxin BindunjLjnii^ ]. 

10 R Bsonanz-Me ssungen :. ; . 

Die Bindung von pi2 an Endotoxin oder an. Bakterien, fiber die Lipopoiysaccharide ..in der '. ; 
aufieren ZeUmerhbrari, wurde imtt^ untersucht . 

(Biacorc J). Urn die Dissoziationskoristante (K,) zu ennittel^ .wurde Endotoxin von E. coh .v 
'05 : 5:B5: .(Sigma) auf einem hydropnoben HPA-Chip eiusprec^ des Hostellers-. ; 

15 .immobilisiert und pl2 in verscMedenen Epnzentrationen iniiziert (Fig. 6A): Die Bindung wird.in ,; 
relativen :,Response Units" (RU) geniessen die GleichgewichtsW.erte gegen die dazugehorigen 
pl2-KonZentrationen aufgetragen (Fig. . 6B). Diirch anpassen der . Langmuirschen 
Adsorptionsisotherme (RU = (RU^tpl^Mtpl^+Kd)) an diese Daten wurde der K r Wert 
ermittelt (Tabelle 1). Fur die Messungen wurden endotoxinfreie Puffer verwendet. Fur pH- 
20 WertezwischeneundlOwurdenK^W^^ 

Die Bindung wurde durch Injektion von ImM oder 5 mM EDTA wiederaufgehoben und der 

Chip regeneriert. 
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pH 


Kd 


6,00- 


3,09E-07 


7,50 


6.85E-08 


8,00 


5,86E-08 


8,50 


7,86E-08 


9,00 


3,29E-Q8 


10,00 


1,55E-07 



Tabelle 1 : Dissoziationskonstanten von Endotoxin an pl2 in Abhangigkeit von dem pH-Wert der 
Losung. 



Urn die. Bindung von Bakterien an pl2 zu untersuchen, wurde biotinyliertes pl2 auf 
Streptavidin-Chips immobiUsiert und verschiedene E. cola Stamme injizieft Die Bakterien 
wurden fur die Messungen in PBS aufgenommen. Es wurden E. coli Stamme verwendet, die 
Lipopolysa.ccharide mit.. unterschiedlichen Polysaccharid-Anteilen besitzen. Der 
Polysaocharidteil besteht aus einer 55 Herz"-Region, die mit dem Lipid A verkniipft ist und dem 
sogenannten O-Antigen: Das O-Antigen variert sehr stark, zwischen. verschiedenen 
Bakterienarten und. auch Bakterienstammen, wahrend die ,W-Regip R stark konserviert isf 
Stamme; die ^die ; ;,Herz''-Region und' O- Antigen ;.(z.B. E. coli), sowie Stamme die eine : 
vollstandige ;,,Herz''-Region (E. cdli D21J besitzen wurden von pl2 gebunden, wahrend Stamme • 
mit emem stark verkurzter , : Herz"-Region (z.B. E. coli D21f2) mcht mehr yon p l 2 etan^ 
wurden • (Fig. 6C), Die Bindung konnte durch EDTA (5 mM) wieder gelost und der Chip 
regeneriert.wefden. 

Bej^eHj i rekombinante ol2-Konstmkte: 

1. JConstruktion von pl2 mit.N-terminalem Strep-Tag (N-Strep-pl2): Mittels PGR wurde 
an das 5'-Ende des T4p.l2-Gens die.Nukleotidsequenz fur den Strep-Tag (US patent 5,506,121) 
eingefuhrt. Hierfur. wurde fur das 5.'-Ende des P 12-Gens ein Primer konstxuiert (5'-GAA GGA 
ACT- AGT CAT ATG GCTAGC TGG AGC CAC CCG CAG TIC GAA AAA GGC GCC AGT 
AAT AAT ACA TAT CAACAC GTT-3" (SEQ ID NO:l), der die Nukleotidsequenz des Strep- 
Tags an seinem 5'-Ende beinhaltet (kursiv in der Sequenz) und eine Restriktionsschnittstelle 
(Ndel, unterstrichen in der .Sequenz) derart besitzt, dass das Gen.im.richtigen Leseraster in das. 
Exprbssionsplasmid eingesetzt werden kann. Fur das 3'.-Ende des pl2-Gens wurde ein Primer 
konstruiert, der hinter dem pl2-Gen eine BamE I Restriktionsschnittstelle (kursiv in der 
Sequenz) einfuhrt (5<-ACG GGC AAA GCT TGT CGA CGG ATC CTA TCA TTC TTT TAC 
CTT AAT TAT GTA GTW), (SEQ ID N0:2). Die PGR wurde. mit 40 Cyclen (1 mm 95°C 3 1 
min45 0 C und 1 min 72°C) durchgeftihrt. Der PCRrAnsatz wurde mit den 
Restriktionsendonukleasen Ndel und BamBl geschnitten und das gewunschte Fragment nach 
GroBenfraktionierung uber ein Agarosegel und Elution aus dem Gel in die Ndel und BamHL site 
des Expressionsplasmids P ET21a eingesetzt. Die Sequenz des N-Strep-pl2-Gens wurde ttber 
DNA^Sequenzierung auf seine Richtigkeit bin uberpriift. Die weiteren. Schritte zum Plasmid 
pNS-T4pl2p57 wurden wie von Burda^M.R. & Miller, S. (Eur. J Biochem. 1999 265 (2), 771- 
778) fur T4pl2p57 beschrieben durchgeftthrt. Das Plasmid pNS-T4 P 12p57 wurde dann in den. 
Expressionsstamm BL21 (DE3) transformer!. 



2. Emfugen ieines N-terminalen Cysteinrests in N-Strep-pl2 (N-Strep-S3C-pl2 und N : 
Strep-ST4C-pl2); Die. Einfttgung ernes N-termmalen Cysteinrestes wurde wie .UBter 1. 
beschrisben durchgefuhrt, wobei dafur zwei neue Primer fur das 5 '-Ende konstruiert wurden. Fur. 
das N-Strep-S3C~pl2 wurde der Primer 5"-GAA GGA ACT AGT CATATG GCTTGT TGG 
AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCCAGT AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT-. 
3' (SEQ ID NO:3), fiir das N-Strep-S14C-pl2 wurde der Primer 5- -GAA GGA AGT AGT CAT 
ATG GCt AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC TGT AAT AAT ACA 
TAT CAA CAC GTTr3\(SEQ ID NQ:4)verwendet. . \ 

3. Reinigung von N-Strep- P i2 Protein: Der E. coli Stamm BL2i(DE3) mit dem Plasmid 
pNS-T4pl2p57 Nyurde in 2 r 

einer oMo von 0.5-0.7 bei 37°C gezpgen und die Expression des N-Strep.pl 2-Proteins wurde 
durch 2^gabe von InuVl IPTG (IsopropytB-ddo-galactopyranoside^ Nach Inkubation 

bei 37 5 Clur 4h wurden die Zellen abgeerntet. Geemtete Zellen aus 10.1 Kultiir Wurden in 50 ml 
NatriumpJiiosphat, 20 mM pH 7.2, 2 mM MgS04, 0.1 M Nad aufgenpmmen, dureh dreimalige 
French-Press-Behandkmg (20.000 psi) aufgebrochen und anschlieBend 30 min bei 15.000 rpm 
(SS34) abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen im gleichen Puffer wurde das N-Strep-pl2 
Protein aus dem Pellet das Pellet 3x mit durch Riihren fur 30 min in 40 mM TrisHCl pH 8.0, .10 
mM EDTA extrahiert, der Ansatz fiir 30 min bei 15.000 rpm (SS34) zentrifugiert und das 
abgeloste NS-pl2 im Uberstand bei 4°C gelagert. Die Extraktion wurde zweimal wiederholt. und 
die vereinigten Uberstande wurden auf eine Streptactin-Affinitatssaule (15 ml), aquinbriert mit 
Puffer „W*' (100 mM TrisHCl pH 8, 1 mM EDTA, 150 mM Nad), aufgetragen (DBA GmbH, 
Gottingen), Nach Waschen mit 5 Saulenvolumina Puffer „W" wurde. mit 3 Volumina Puffer „W" 
mit 2.5: mM Desthiobiotin in Puffer „W" eluiert. Nach mehrmaliger.Dialyse gegen Puffer „W" 
und Aufkonzentration wurde uber SDS-PAGE und UV-Spektrdskopie (Burda et.al. 1999) die 
Konzentration und Reinheit vonN-Strep-T4pl2 ermittelt. Aus 10 Liter Kultur wurden so ca. 100 



mg N-Sirep-T4p 12 gereinigt. 


Name 


Sequenz des Tag 




Nstrep-pl2 


MASWSHPQFEKGAS 


SEQ ID NO: 5 


Nstrep-pl2-S3C 


. MACWSHPQFEKGAS 


SEQ ID NO.: 6 


Nstrep-pl2-S14C 


MASWSHPQFEKGAC 


SEQ ID NO: 7 



5 



20 



25 



Vt 



26 ,. • , ■ « r- 



SEQUENCE LISTING 



<110> PROFOS AG':: 



:12 0> Verfahren zum Nachweis Und zur Entfernung von Endotoxin 



10 " <i30^ PRO-008/1; 

.<-14.0> unknown 
<141> 2003-02-24' 



;160> • 8 




<1'70> Patentln version '3 .1- 



<21Q> 1 

<211> 78 

<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte. Sequenz 




<400> 1 

gaaggaacta gtcatatggc tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaaf 60 

7 8 

■30 aatacatatc aacacglrt 



<210> 2 

' <211> 54 

<2T2> DNA 

35 <213> kunstlich hergestellte Sequenz 

<400> 2 ...... 

acgcgcaaag cttgtc^acg gatcctatca ttcttttacc ttaattatgt agtt 54 

40. <210> 3 :v;' . '. : .. ■ ; , 

<211> 78 ' 

, : > <212> DNA ' ■ " 



<213> kiinstlich hergestellte Sequenz 



<400> 3 

gaaggaacta gtcatatggc ' ttgttggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat. 
aatacatatc aacacgtt 



<210> 4 

<211> ■ 78 •• / 
"<212> . DNA'./ ' '" 
<213> kirns tiich hergestellte Segueias 



<400>;.. 4 ' .' ' 

gaaggaacta gtcatatggc [ tagctggagc- cacccgcagt tcgaaaaagg cgcctgtaat 

aatacatatc. aacacgtt. • .' 

<210> 5 i ■•• t 

<211> 19. 

<2i2> prt . 

<213> kiinstlich hergestellte Sequenz 



<400> 5 , . 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 

1 5 . ■ 10 15 



Thr Tyr Gin 



<210> 6 

<211> 19 

<212> PRT • 

<213> kiinstlich hergestellte Sequenz 

<4'00> 6 .' ' 

Me.t Ala Cys Trp Ser His Pro ] Gin Phe Glu Lys Gly Ala. Ser Asn Asn 

1 . 5-, . •• 10 ' 15 

/Thr Tyr Gin ' 



<210> 7 

<211> 1-9 ' 

<212> PRT 

<213> .kunstlich'hergestellte Sequenz. .' 



<400> 7 . • * ■■ //.v.:.. 

Met Ala Ser Trp -8***1* Pro Gin Phe; Glu Lys/Gly Ala Cys Asn Asn. 



Thr" Tyr Gin 



<2io> s [■ ■ 

<2ii> 53.9. "... 

<2i2> prt " "■ : V.;. : : . 

<213> kunstlich..hergestellte. Sequenz 



<400> 8 '■' . ..: " '- 

Met Ala Ser Trp Ser His: Pro; Gin Phe' Glu Lys Gly. Ala Ser Asn -Asr 



1. '5 



10 . 15 



Gin His Val Ser Asn Glu Ser Arg Tyr Val Lys Phe Asp Pro 
20 



Thr Tyr 

>25 30 



Thr Asp Thr Asn- Phe Pro Pro Glu lie Thr Asp Val Gin Ala Ala lie 



35 



40. 



45 



Ala. Ala. lie Ser Pro Ala Gly Val. Asn Gly Val Pro Asp' Ala Ser Ser 



50 



55. 



60 



Thr Thr Lys Gly He- Leu Phe Leu Ala Thr Glu Gin Glu Val He Asp 
Gly Thr Asn Ash Thr Lys Ala .Val Thr Pro Ala Thr Leu. Ala Thr Arg 

«f.:, - : - •• •• ' 95 ■ 

Leu Ser Tyr Pro Asn Ala^Thr Glu Ala Val Tyr Gly Leu Thr. Arg Tyr 

• • ioo w- ; no- _ 



29 



•5- 



Ser Thr Asp Asp Glu Ala lie Ala Gly Val Asn Asn Glu Ser .Ser lie 

115 120i 125 

Thr Pro Ala Lys Phe Thr , Val Ala . Leu Asn Asn Val Phe Glu , Thr Arg 

' 130 " "1-35 . ... . ■■ 140 . . 

Val Ser Thr Glu Ser Ser Asn. Gly Val He Lys. lie Ser Ser Leu Pro 

" ' .155 ■ 160. 



14 5 



150 



10 



' Gln. Alk Leu Ala" Gly Ala. Asp' Asp' Thr Thr Ala Met Thr Pro. Leu Lys 

. . . ■• : l?0 • • • ' 175 • 



165 



■ Thr -Gin Gin Leu Ala Val Jsys- Leu HeAla .Gin lie Ala! Pro Ser Lys 
180 ■ : 185 ■ - 190 




Asn- Ala- Ala Thr Glu Ser . Glu . Gin Gly - Val/ He Gin Leu Ala. Thr . Val 

195 ' " ' "• 200 . - '205 - 



Ala Gin Ala Arg Gin' Gly Thr; Leu Arg Glu/Gly Tyr .Ala. lie Ser Pro 

"'. . 215 : 220 



210. 



20 



Tyr Thr Phe Met Asn Ser Thr Ala Thr .Glu Glu Tyr Lys' Gly Val lie 

235 ' •' 240 



225 



230 



25 



Lys Leu Gly Thr Gin' Ser Glu Val Asn Ser Asn Asn Ala Ser Val Ala 

250 255 



.245 



Val Thr Gly Ala Thr Leu Asn Gly Arg Gly Ser Thr Thr. Ser Met Arg- 
. 260 "■ 265 . 270 



30 Gly Val Val Lys Leu, Thr Thr Thr Ala Gly Ser Gin Ser Gly Gly Asp 

280 285 . 



275 



35 . 



Ala Ser Ser Ala Leu Ala Trp Asn Ala Asp Val He His Gin 'Arg Gly 
290 295 -300 

Gly Gin Thr He Asn Gly Thr Leu Arg lie Asn Asn Thr Leu Thr He. 
305 - 310 • 315. ■ 320 



. '• . Ala Ser Gly Gly Ala . ; A§n. lie' Thr Gly Thr Val Asn Met Thr Gly Gly 

40 ■ 3 25;' 330 : ■ : 335 



' Tyr He Gin Gly Lys 'Afrf V>al Val Thr Gin- Asn. Glu He: Asp Arg Thr 



340 



345 



350 



He Pro Val Gly Ala lie Met Met Trp. Ala Ala. Asp Ser Leu Pro -Ser 



355 



360' 



365 



Asp . Ala 
370 



Trp Arg Phe..Cys His Gly Gly Thr Val . Ser .-Ala Ser Asp Cys 
375 380 • 



.Pro;'. Leu Tyr 
385 ". 



Ala'. Ser Arg. lie Gly Thr- Arg Tyr . Gly Gly .Ser -Ser Ser. 

■ 3 90 ... 395 ; ' ' : - • ;- 00 



Asn'.Pro Gly Leu -Pro Asp Met Arg^l^eu ^ Val Arg Gly -Ser Gly 

410 • * ■ " .415 



405- 



Arg Gly Ser His Leu Thr Asn Prc'^sri Val-Asn Gly Asn. Asp Gin Phe 
.420 ■ /: ••425 ? ■ ^ .430 ■ ' 



•Gly Ly 



}s Pro- Arg J,eu Gly Val Gly ••<%; Thr Gly Gly Tyr. Val Gly' Glu: 



435. 



.440 



445 



Val/ Gin Lys 
•450 



Gin Gin Met Ser' Tyr Ms Lys His. Ala Gly Gly Phe . Gly 
455- 460 • 



Glu Tyr Asp. Asp. Ser Gly Ala Phe Gly Asn Thr Arg Arg Ser Asn Phe 

475 480 



465 



470.. 



Val Gly Thr Arg Lys Gly Leu Asp Trp Asp Asn Arg Ser Tyr Phe Thr 



.485 



490 



495 



Asn Asp Gly Tyr Glu lie Asp Pro' Ala Ser Gin ArgV.Asn Ser Arg Tyr 

. .505- .510 



500 



Thr Leu Asn Arg Pro Glu Leu lie Gly Asn Glu Thr Arg. Pro Trp Asn 

515 ' . " 52 ° 525 

lie .Ser Leu Asn Tyr .He' lie Lys Val Lys Glu " 

' '•tr.n 53*5 V/ . V ; 



Patentanspriiche 



Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schritte:. 

a) Inkubiereri einer Probe mit einem Baktenophagenschwaiizprotein, 

b) .' Nachweis von an Bakleriophagenschwaiizprofeine gebundenes Endotoxin.; 

Verfahren nach; Anspruch iCgegebenenfalls ferner umfassend ;nacn Schritt' -a);. und- vor 
Scbritf b) den zusatzlichenScbritt ■■ j '/ ' ■. ; . .' 

a'} .' 'Abtrennung der ■ ; Bakterioph^ ? on; dsr , 

•Probe. •• ..,; ;':'■ .. •• ■ . • • 

XerfaW nach einem . der Anspriiche ]-U bis; 3, wobei der .Nachweis, mittels 
spektroskopischer Verfahren durchgefuhrt wird. . : v. 

Verfahren zur Entfernung von Endotoxin aus einer Probe, umfassend die Sciiritte: 

a) ' : Inkubation oder in Kontakt bringen einer Probe mit 

Bakteriophagenschwanzproteinen, die unspezifisch oder gerichtet, an einem festen 

Trager immobilisiert sind, 

b) Trennen des Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexes von der Probe... 

Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Schritte a) und b) in einem Chromatographiesaulen- 
Durchflussverfahren durchgefuhrt werden. 

Verfahren nach Anspruch 4, wobei der feste Trager Filtrationsmedien, Glaspartikel, 
Magnetpartikel, Zentrifugations-, Sedimentationsmaterialien Oder Fullmaterialien fur 
ChromatographiesMen sind. 

Verfahren nach; Anspruch 4 bis- 6, wobei die Bakteriophagenschwanzproteine uber 
Kopplungsgruppen an dem festen Trager immobilisiert sind. : 

Verfahren nach. Anspruch 7} wobei die Kopplungsgruppe ein LektiU, Rezeptor oder 



( i » 



32 ' "/'Hy r L ? / ' ? /rr > 



Anticalin ist. 

9. Verfahien nach- Anspmch 7, wobei die Kopplungsgruppe ein Streptavidin oder Avidin ist 
und die Bakteriophagenschwanzproteine mit Biotin oder einem Strep-Tag gekoppelt sind. : 

10, Verfahren nach Anspruch A bis; 6, wobei die Bakteriophagenschwanzproteine kovalent 
' . iiber chemischeBindungen an. dem fasten Trager immobiiisiert sind. . 

Verfahren . jwOi>.' einem, -. • der\, . -yorhergehenden : ' Anspriiche..., : ; wobei. ...das."' 
Bakteriophagenschwanzprotein einen Strep-Tag odereinen His-Tag aufv^eist. 

12:" Verfahren nacb.-Anspruch It. wobei der Tag eine.Aihmosauresequenz.geinaB SEQ ID NCh 
• 5, 6 oder 7 aiifvvsist. . ' • ' •. . 

13. /Verfahren nach^spm 

, Protein des Phafren T4 verwendet wird. ; 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Ca 2+ -Konzentration in 

' der Inkubation 0, 1 uM bis 1 0 mM und die Mg 2+ -Konzehtration 0, 1 uM bis 1 0 mM betragt. ■; 

15. Verfahren naeh einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei markiertes Endotoxin aus der Bindung 
mit einem Baktenophagenschwanzprotein verdrangt wird und das markierte Endotoxin- 
anschlieflend nachgewiesen wird. 
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Fig- 5 
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• D21& . 
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Hep . KDO 
KDO 


D21fl 


: . • +•.. • •• • ■ 


Glc-Hep-Hep-KDO-LxpidA-; 

, .. 1 !• ■ ... 

Hep KDO 

•• KDO • 


D21e8 




Glc-Hep-Hep-KDO-LipidA 

Gal Hep KDO 

1 ' 
KDO 


D21e7 


• + 


GlcN-Glc-Glc-Glc-Glc-Hep-Hep-KDU-LipidA 

I I 1 
Gal Hep KDO 

; : ;-- ; "\ . 1 

KDO 


D21 • 





PH 


K„ 


6,0 


,3,09 E-07 


7,5 


6,85 E-08 


8,0. 


5,86 E-08 , 


8,5 


7,86 E-08 


9,0 


3,29 E-08 


10,0 


1,55 E-07 



Fig..7 v . 
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Fig. 9: 
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